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　　Quantitative　cytochemical　investigations　were　performed　in　27　cases　of　T　i　adenocarcinoma　of
the　lung　on　the　basis　of　dual　parameter　analysis　of　nuclear　DNA　and　nuclear　protein　content．
Preparations　of　cell　suspensions　from　paraffin－embedded　tissue　and　measurements　of　nuclear
fluorescence　were　performed　according　to　a　method　described　earlier　（Feulgen－Naphthol　Yellow　S
double　staining）．　These　cases　were　divided　into　two　groups．　The　poor　prognosis　group　consisted　of
14　cases　that　died　of　recurrence　or　metastasis　within　24　months　after　surgical　treatment　and　the
good　prognosis　group　consisted　of　13　patients　that　were　alive　for　more　than　60　months　after　surgery．
The　DNA　histogram　was　classified　into　3　types：　diploid　pattern，　polyploid　pattern　and　aneuploid
pattern．　Out　of　the　14　poor　prognosis　cases，　there　were　O　deploid，　3　polyploid，　and　11　aneuploid　cases，
as　opposed　to　5　diploid，　2　polyploid，　and　6　aneuploid　in　t＋he　13　good　prognosis　cases，　respectively．
There　was　a　statistically　significant　difference　（p　〈O．05）　between　these　two　groups　in　terms　of　the
cell　population　of　more　than　2．5　C．　As　indices　of　proliferation，　the　ratio　of　protein　to　the　amount　of
DNA　in　the　nucleus　（P／C　ratio）　and　the　cell　population　with　a　P／C　ratio　more　than　1．8　（P／C＞1．8）
were　used．　Significant　incerease　in　P／C　ratio　and　P／C＞1．8　were　recognzed　in　the　poor　prognosis
group　compared　to　the　good　prognosis　group．　Also　in　cases　in　which　lymphoid　invasion　and　vascular
involvement　were　proved　histologically，　a　significant　increase　in　P／C　ratio　and　P／C＞　1．8　was　noted．
　　An　aneuploid　pattern　in　DNA　histogram　has　been　considered　to　be　a　reliable　indicator　of　poor
prognosis，　but　the　results　of　the　present　study　do　not　suggest　that　this　alone　is　a　specific　factor　for
the　evaluation　of　prognosis．　Nuclear　protein　indicates　the　proliferative　activity　and　biological
malignancy　more　accurately　than　nuclear　DNA　and　the　results　of　this　study　show　that　combined
measurement　of　nuclear　DNA　and　protein　will　enable　more　accurate　prediction　of　prognosis　in　cases
of　lung　cancer．
（1989年12月27日受付，1990年1月8日受理）
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緒 言
東京医科大学雑誌
　肺の腺癌は気管支腺由来のものを除き，末梢気管
支に発生して一定の増殖がみられる．しかし個々の
症例においても小細胞癌のように生物学的悪性度は
異なり，各種治療に対する反応も多岐にわたってい
る1）．肺腺癌のT、症例は無症状のうちに胸部X
線上で末梢の孤立状陰影として発見され，早期肺癌
として治療可能な例が多い．しかし早期癌とみなし
てもリンパ節転移が存在したり，あるいは治癒手術
が施行されても比較的早期に血行性転移が出現する
こともしばしばみられる．肺癌においてもTNM病
期分類は予後を反映するに最適の因子とされている
がこれのみにて癌の悪性度あるいは加療後の予後を
判定するには不十分である．この腺癌の生物学的悪
性度を表現すべく組織亜型分類2）や細胞学的特徴に
よる分類3）4）が行われ，予後との関連が報告されてい
るが，これのみにて予後が忠実に反映されていると
はいいがたい．また最近，細胞化学的に核DNA量
やPloidy　patternが予後の指標として有用である
との報告は多い5）6）7）8）．しかし核DNA量のみでは
腺癌の生物学的悪性度を的確に解明することは困難
である．著者は，東京医科大学において過去に切除
された肺腺癌T、症例の原発巣のパラフィン包埋
材料より癌細胞を単離し，その核DNA量と核タン
パク量を測定することによりtwo－parameter解析
を施行し定量細胞化学的に病期や予後との関連につ
いてretrospectiveに検討した．
材料及び方法
　1）対　　象
　1978年から1987年までに東京医大外科において
切除された肺腺癌237例のうちT1症例は67例
あるが，このうち術後2年以内に癌死した症例は14
例，一方，術後5年以上生存した症例は13例である．
（表1）前者を予後不良群，後者を予後良好群とした．
予後不良群は男性10例，女性4例，年齢41～71歳
（平均年齢54歳）であり，病期は1期4例，II期0
例，III期6例，　IV期4例であった．尚，　IV期の4
例はすべて術後の切除肺の病理学的検索により同一
肺葉内に肺転移を証明した症例である．一方，予後
良好群は男性7例，女性6例，年齢41～76歳（平均
年齢60歳）であり，病期は1期10例，II期2例，
III期1例であった．このうち4例に再発を認めた．
予後不良群
表1
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症例 年令 性別 病理病期 分化度lyv合併療法 予後（月）
1 67 M TIN2MoW　　十　十 化学療法 14．3＊
2 54 F TIN2MoP　　十　一 化学療法 15．2＊
3 53 F TIN2M1M　　十　十 化学療法厲ﾋ線療法 8．4＊
4 41 M TIN2M1W　　十　十 化学療法 11．9＊
5 55 M TiN3M。P　　十　一 化学療法 16．2＊
6 79 M TINoMoW　　一　一 化学療法 13．1＊
7 52 M TINIM1P　　十　十 化掌療法厲ﾋ線療法 21．7＊
8 61 M TIN2M。 P　　十　十 化学療法厲ﾋ線療法 2．4＊
9 47 M T｝N2MlW　　十　十 化掌癖法ﾆ疫療法 23．5＊
10 55 M TIN3M。W　　十　一 化学療法 13．7＊
11 61 F TIN2M。M　　一　一 化学療法 7．0＊
12 71 M TIN。M。 M　　一　一 化学療法 22．5＊
13 52 F TINoMoM　　十　十 化学療法 18．0＊
14 59 M TIN。M。 W　　一　一 化学療法 16．5＊
W：高分化　　　　ly：リンパ管侵襲
M：中等度分化　　v二脈管侵襲
P：低分化
予後良好群
＊：一死
症例 年令 性別 病理病期 分化度iyv合併療法 予後（月）
1 76 M TINoM。W　　一　一 化学療法 75，8＊⑭
2 53 F TIN。M。 W　　一　一 θ 60．3
3 67 F TIN。M。 W　　十　一 化学療法 81．3◎
4 44 M TIN。M。 M　　一　一 化学療法 60．5
5 70 F TIN。M。 W　　一　十 免疫療法 62．0
6 62 M TiN。M。 W　　一　一 免疫療法 65．1
7 49 F TIN。M。 W　　一　一 化学療法 82．4
8 75 F T［NIMoW　　一　一 ∈） 62，2＊⑭
9 50 F T［N。M。 W　　十　十 化学療法 70．9㊥
10 61 M TINIMoW　　一　一 化学療法 60．7
11 67 M TIN2M。W　　一　一 化学療法厲ﾋ線療法 62．6
12 65 M TiNoMoW　　十　一 免疫療法 65．7
13 41 M TINoM。W　　一　一 e 62．7
w：高分化　　　　ly：リンパ管侵襲
M：中等度分化　　v：脈管侵襲
＊癌死
⑭再発
上記，予後不良Mk　14例と予後良好群13例との比較
検討及びこれらの内の再発例18例（再発群）と非再
発例9例（非再発群）に対しても比較検討を行った．
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　2）研究方法
　1．検体処理
　切除肺のパラフィン包埋された標本より6マイ
クロメーターの切片を作製しHematoxillin－Eosin
染色を行い癌部を確認したのち同部位の50マイク
ロメーターの切片を5枚作製した．キシレンにて脱
パラフィンした後，表2のごとくB。Shutteの方
法9）10）の変法により細胞単離を行った．アルコール
にて加水処理後，組織をメスにて細切し，2．0％　2
Na－EDTA（和光純薬）を37℃，　PH　7．3の条件下
で2時間作用させ，生理食塩水にて2000回転，5分
間，3回洗浄後，試験：管中に検体を入れ，0．1％Co1－
lagenase（Sigma）を37％にて1時間作用させた．
生理食塩水にて2000回転，5分間，3回洗浄後，超
音波処理し試験管内に浮遊する細胞のみを検体とし
て採取した．これをオートスメア（2000rpm　10分
間）にかけ無蛍光スライドグラス上に塗沫後自然乾
燥し，Feulgen－Napphthol　Yellow　S二重染色を行
った．
　2．細胞核DNA量，核タンパク量測定
　標本中の癌細胞の核DNA量，核タンパク量の測
定には，定量細胞診断TVカメラシステム（浜松ホ
トニクス製）を用いた．547nmと436　nmのフィル
ターにて，各々，核DNA量と核タンパク量を測定
した．測定は1例につき100個以上の癌細胞と同一
標本内の正常リンパ球を20個以上無作為に選択，
測定した．リンパ球の核DNA量と核タンパク量の
平均を各々2c，2p　としたときの癌細胞の核
DNA量，核タンパク量の相対値を測定し，比較検討
した．
　核DNA量測定は群群においてそれぞれ，核
DNA量の平均値（C　mean），2．5C以上の細胞割
合（＞2．5C），　5C以上の細胞割合（＞5C）に関し
検討した．
　核タンパク量測定は核内タンパク量の平均値（P
mean），核タンパク量の核DNA量に対する比（P／
Cmean），核タンパク量の核DNA量に対する比
が1．8以上の細胞の割合（P／C＞1．8）に関し検討し
た．
　（1）核タンパク／DNA比の設定基礎実験（図1）
Auerは乳ガンの新鮮標本において核タンパク量の
核DNA量に対する比が2以上の細胞は増殖期の
細胞を意味すると報告したが11），今回の実験で用い
たのは固定標本より酵素を用いて単離した細胞であ
り，単離する際に核タンパクが酵素の影響を受けて
減少する可能性がある．その条件の差を解消すべく
1つの基礎実験を行った．肺癌培養細胞株PC－1を
用いて，一方は未処理のままスライドグラス上に塗
沫し，もう一方はパラフィン包埋した後，前述の処
理過程を経てスライドグラス上に塗沫した．コント
ロールとしてはリンパ球を用いたが，前者に対して
はリンパ球も未処理のものを，後者に対してはリン
パ球も酵素処理過程を経たものを用いた．各々同時
にFeulgen－Naphthol　Yellow　S二重染色を施行し
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（1）新鮮捺印標本
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表2細胞分離方法
①パラフィン包埋材料より切片作製
　　（厚さ50μ）
②脱パラフィン
③2．0％2Na－EDTA処理（2時間，　pH　7．3，
　　370C）
④生食にて洗浄2000r．p．m．5分間，3回
⑤O．1％collagenase処理（1時間，37℃）
⑥生食にて洗浄200r．pm．5分間，3回
⑦超音波作用
⑧オートスメア
40
（％）
　o
　1　2　4　8　16　3’2（C）（2）パラフィン包埋切片より細胞単離化した標本
PC－1を用いた新鮮捺印標本（1）とパラフィン包埋切片より細胞単離化した
標本（2）とのDNAヒストグラムの比較
　　　図1Histogram　of　sample　cell　DNA
（3）
一　180　一 東京医科大学雑誌 第48巻第2号
核DNA量，核タンパク量を測定したところ，両者
のDNAヒストグラムパターンは一致した．一方，
核タンパク量の核DNA量に対する比は10％程度
減少したため2以上の比を有する細胞の割合の代
わりに比を1．8として検討した．
　3．核面積測定
　同時に，定量細胞診断用TVカメラシステムの核
面積測定機能を用いて，核面積と予後との関連につ
き検討した．
　4．DNA分布型の設定
　DNAのピークの位置，分散の幅により以下の3
型に分類した（図2）．
　（1）　Diploid　pattern
　2c領域に主ピークを認め，4c領域に小ピークを
示すが，それ以外の細胞は全体の5％以下のもの
　（2）　Polyploid　pattern
　2c，4c，8c，のごとく，整倍数の位置にピー
クを有し，それ以外の細胞は全体の5％以下のもの
　（3）　Aneuploid　pattern
　整倍数以外の位置にピークを有し，それ以外の細
胞は全体の5％以下のもの
　5．組織学的分化度による検討
　切除された腫瘍の組織学的分化度を高分化症例と
中等度分化，低分化症例を非高分化症例としたとき，
高分化症例18例と節高分化症例9例に関し，P／C
mean，　P／C＞1，8について比較検討した．
　6．リンパ管侵襲，脈管侵襲による検討
　組織学的にリンパ管侵襲の陽性の症例13例と陰
性の症例14例，また，脈管侵襲の陽性の症例9例
と陰性の症例18例にっき各々P／Cmean，　P／C＞
1．8について比較検討した．
　7．統計学的方法
　t検定にてp〈0．05以下を有意差ありとした．
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果
　1）予後良好群と予後不良群の比較
　（1）DNA分布型（表3）
　予後良好群では，Diploid　pattern　5例（38．5％），
Polyploid　pattern　2例（15．4％），　Aneuploid　pat－
tern　6例（46．2％）であった．一方，予後不良群で
は，Diploid　pattern　O例（0％），　Polyploid　pattern
3例（21．4％），　Aneuploid　pattern　11例（84．6％）
であった．
　（2）核DNA量（図3）
1　2　4　8　16　32（C）
　図2Type　of　DNA　histogram
表3DNAヒストグラムパターン内訳
予後良好群 予後不良群
Stage 1 II III 1 III w
Diploid 4 1 0 0 0 0
Polypl。id1 0 1 0 2 1
Aneuploid5 1 0 4 4 3
　Cmeanにおいては，予後良好群，3．68±1．36，予
後不良群4．66±1．42，であり，＞2．5c，　＞5cに
おいては各々，前者65．2±28，5，27．8±24．7，後
者87．2±13．0，31．9±24．3であった．予後良好群
に比し予後不良群では何れも高値を示したが，＞2．5
cのみに有意差を認め，他は有意差を認めなかった．
　（3）核タンパク量（図4）
　Pmeanにおいては，予後良好群5．38±2．07，予
後不良群7．30±2．34であり予後不良群で有意に高
値を示した．また，P／C　meanにおいては予後良好
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群1．43±0．15，予後不良群1．57±0．13であり予
後不良群において有意に高値を認めた．P／C＞1．8
以上の細胞割合は予後良好群では13．7±11．3，　予
後不良群では30．2±11．2であり予後不良群で有意
に高値を示した．
　（4）核面積（図5）
　平均核面積においては予後良好群178±56．2画
素，予後不良群213±45．0画素で有意差を認めなか
（5）
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つた．
2）非再発群と再発群との比較
　（1）DNA分布型
東京医科大学雑誌
　非再発群においてはDiploid　pattern　4例（44％），
Polyploid　pattern　2例（22％），　Aneuploid　pattern
（画素）
300
200
100
rN－S・1
　　良好群　不良群
　　　　　　　N．S．　：　not　specific
図5核面積と予後との検討
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3例（33％），再発群においてはDiploid　pattern　1
例（5．5％），Polyploid　pattern　2例（11％），
Aneuploid　pattern　15例（78％）であり再発群に
Aneuploid　patternが高率にみられた．
　（2）核DNA量（図6）
　Cmeanにおいては非再発群3．54±1．33，再発
群4．52±1．54にて有意差を認めなかった．＞2．5c
では再発群83．9±12．6，非再発群62．0±29．7で
あり再発群で有意に高値を示した．＞5cでは再発群
39．1±25．1，非再発群27．4±21。6で有意差を認め
なかった．
　（3）核タンパク量（図7）
　再発群はPmean　7．07±2．38，　P／C　mean
1．57±O．13，P／C＞1．828．9±10．9，非再発群が
Pmean　4．99±1．88，　P／C　mean　1．38±O．11，　P／
C＞1．88．99±8．45であり何れにおいても再発群
が有意に高値を示した．
　（4）核面積（図8）
　再発群213±47．2画素，非再発群168±48．5画
素で有意に再発群で高値を示した．
　3）病理学的因子と核タンパクとの検討（図9）
　（1）組織学的分化度
　高分化症例においてはP／Cmean　1．50±0．16，
P／C＞1．8，21．4±12．9であり，面高分化症例にお
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いては，P／C　mean　1．51±0．15，　P／C＞1．8，23．8±
15．9でいずれにおいても有意差は認められなかっ
た．
　（2）リンパ管侵襲，脈管侵襲
　リンパ管侵襲陽性症例はP／Cmean　1．57±0．15，
P／C＞1．829．1±13．6で，陰性症例は各々，1．44±
0．13，15．9±10．9でありいずれにおいても陽性症
例で有意に高値を示した．一方，脈管侵襲陽性症例
非再発　　再発
はP／Cmean　1．59±0．13，　P／C＞1．832．2±11．3
で，陰性症例は各々1．46±0．15，17．3±12．4であ
り，いずれにおいても陽性例で有意に高値を示した．
考 察
　1978年より1987年までに東京医大外科において
切除された肺癌は665例で，そのうち腺癌は237例
（47．9％）を占めている．腺癌のなかでT1症例の
切除後の5年生存率は66％であり，扁平上皮癌の
T、症例の5年生存率75％と比較すると低値であ
る．このことは，腺癌は胸部X線像で比較的早期と
みなされても，生物学的悪性度の高い症例は画像上
で明らかでなくとも，すでに細胞レベルでリンパ節
転移や，あるいは遠隔転移が存在している可能性が
あることによると考えられる．このように肺腺癌の
予後を推定することは臨床上では困難であり，組織
の亜型分類や細胞形態により予後を推定する試みが
なされてはいるが，決め手に欠けるのが実状である．
また以前より腫瘍の生物学的悪性度を表現する手段
として核DNA量測定が行われている．特にパラフ
ィン包埋してある過去の手術材料を酵素処理により
細胞を単離し，核DNA量を測定し予後との関連を
retrospective　に検討することが最近行われてい
る9）10）12）．Asamuraらは肺腺癌のStage　I症例で再
発症例は非再発症例に比し核DNA量が増加して
（7）
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いると述べ13），また肺癌のPloidy　patternがAneu－
ploidの症例はDiploidの症例より予後が不良であ
るという報告は多い5）6）7）8）14）．しかしEdmundらは
Stage　I腺癌の予後は核DNA量とは相関がなく腫
瘍径のみと相関したと報告している15）．肺癌におい
てはPloidy　patternは約50～90％はAneuploid
を示すという報告があり6）7＞8）13）16）これらは予後不良
であるとされている．しかし肺癌でAneuploid　pat－
ternのみの解析では特異性は低く予後判定の指標
としては不十分で，核DNA量以外の細胞化学をも
参考にせねばならない．山岡らはFlowcytmetryに
よりDNAとRNAの同時測定を行い16），また下里
らはBrduによるS期細胞比率を算出し17）それぞ
れ予後との関連に付き検討し良好な結果を得たと報
告している．核DNA量一核タンパク量による
Two－parameter解析は以前より細胞周期解析18）や
細胞増殖能の判定にあたり有用性が報告されてき
た19）．中島らは大腸癌において核DNA量と核タン
パク量測定を行い，核タンパク量と核DNA量の比
が1．5以上，比が2以上の細胞の割合が25％以
上の症例は予後不良であると報告している20）．本研
究では，細胞核DNA量と核タンパク量のTwo－
parameter解析を施行して肺癌取扱規約による病
期，および予後との関係について検討した．予後不
良群は予後良好群に比し，病期が進行し，絶対的治
癒切除が施行しえなかった症例が多いが，これは腫
瘍の大きさは同一でも増殖能が強く癌細胞が転移し
やすい状況にあったためである．DNAのヒストグ
ラムパターンでは予後不良群では14例中11例が
Aneuploid　patternであったが，予後良好群におい
ても13例中6例がAneuploid　patternであるこ
とからAneuploid　patternの症例が予後不良であ
るとすることはできない．しかし予後良好群におい
て病理組織学的にリンパ管侵襲，脈管侵襲の存在し
た症例は各々2例，3例であったが（1例は両方存
在）何れもがAneuploid　patternを示し，　Diploid
patternの症例と比較してmalignant　potentia1が
高いとみなすことができた．しかし組織学的分化度
とヒストグラムパターンの問には相関がなかった．
一般に，癌で分化度が高い例が予後良好で，低い例
が悪いといわれているが，DNA分布型で相関がな
かったことは，DNA量のみでは細胞の悪性度を表
現するには限界があると考えられる．P／C　mean，
P／C＞1．8では予後不良群は予後良好群に比し有意
に高値を示した．また，P／C＞1．8が20％以上の症
例14例は全例に再発を認め，P／C比1．6以上の7
例はすべて再発した．Stage　Iの症例に限って比較
すると予後不良群の4例は予後良好群の10例に比
（8）
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しP／C比，P／C＞1．8において明らかに高値を示
し，早期に発見され根治手術が行われても他臓器に
転移をする症例は癌細胞の増殖が増加していると推
察した．
　以上の結果より腺癌の予後や再発の有無は個々の
症例の腫瘍細胞の増殖能に相関し，生物学的悪性度
と病期とは必ずしも一致しないことが示唆された．
黄は若年者肺癌の核タンパク量は高齢者肺癌より増
加しており，これは腫瘍の増殖能が高いためと述べ
ている21）．またリンパ管侵襲および脈管侵襲の陽性
の症例は陰性の症例にくらべP／Cmean，　P／C＞
1．8において有意に高値を示した．このことは細胞
増殖が詠進した状態ではより浸潤性に核分裂の生み
出される機会が大きくなり，生物学的悪性度が強く
なり転移を助長するものと考えられる．これはリン
パ管侵襲や脈管侵襲の陽性例は予後不良であるとの
報告に一致する．一方，生物学的悪性度と組織学的
な分化度とはDNAの一面では相関がなかったこ
とから未分化例ほど悪性度が強いと結論はできな
い．再発症例は非再発症例に比し平均率面積が大き
いという結果は，術前の細胞診検査で形態学的に大
型の核を有する癌細胞が数多く出現している症例は
予後不良であるという報告を客観的に裏付けるもの
である．面積が200画素を越える症例は予後不良の
症例が多かったが，本装置においては正常リンパ球
の面積が70画素程度であり，すなわち形態学的に
核が正常リンパ球の3倍の面積を有する症例は再
発の可能性が高いとの指標となるものと考えられ
る．
　肺癌は一般に悪性度の高い腫瘍であり中でも肺腺
癌は症例により様々な発育過程を示し，Stage　Iで
治癒手術が施行されてもそのうち約20％が遠隔転
移にて癌死する．これは外科療法の限界を物語るも
のであり，腺癌症例の予後を改善していくにはその
症例に応じた集学的治療が望まれる．従来の組織学
的検索のみでは症例個々の予後を推定することは困
難であり，適切な臨床評価を下すためには細胞個々
の悪性度について解析を加えることも有効な手段と
考える．核DNA量測定は腫瘍のheterogenityの
表現手段としては有用であるが，腫瘍の有する
malignant　potentia1が実際に腫瘍細胞の増殖とし
て発現するか否かを推定するためには核DNA量
測定のみでは特異性に欠ける．すなわち腫瘍細胞の
増殖能を表現する指標が細胞個々の悪性度評価に際
し必要と考える．核DNA量とともに増殖活性の指
標である核タンパク量を測定し，Two－parameter
で腫瘍細胞の解析を行うことにより予後推定が可能
であることが示唆された．
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